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L'invention concerne Tobtention de substances biologiquement actives k 
proprietes cosmetiques ou pharmaceutiques se presentant sous forme de liposomes. 
Plus prScisement ces liposomes sont des liposomes naturels extraits de sangsues 
m£dicinales. Ces liposomes naturels presentent des proprietes k la fois anti-coagulantes 

5 et immuno-modulatrices. 

On connalt d6ja des composes ayant des proprietes anti-coagulantes, tels que 
Fheparine, et des composes ayant des proprietes imuno-modulatrices. De tels 
composes sont utilises en th&rapeutique, et administr^s par exemple par Pintermediaire 
de supports physiquement acceptables denomm^s « stents ». 

10 Ces stents sont des endoprotheses, couramment utilises en chirurgie 

cardiovasculaire pour etre implantes dans un conduit vasculaire, notamment art&re 
coronaire ou artere p6ripheiique. II est connu de traiter les maladies atheromateuses 
vasculaires, qui correspondent a des retrecissements des arteres, par des techniques de 
dilatation par ballonnet, techniques denomm6es angioplasties. Le ballonnet est 

15 introduit dans l'arfere, gonfle a une pression telle qu'il 6crase le depot d'atheromes. 
Ces techniques n'etant toutefois pas toujours suffisantes, il est connu d'implanter dans 
le conduit vasculaire au niveau de la zone trait^e par angioplastie, une endoprothese 
plus communement appel6e stent, typiquement support metallique agissant comme 
tuteur une fois qu'il est introduit a Tinterieur de Tartere au niveau de la zone traitee. 

20 De tels stents sont par exemple sertis sur le ballonnet, dans une position dite de repos, 
pr^alablement a 1' introduction du ballonnet dans le conduit vasculaire. Une fois le stent 
achemine jusqu'a la zone d' implantation a Tinterieur du conduit vasculaire, il est 
d6ploy6 par expansion du ballonnet de mantere k 6tre amen6 au contact de la paroi du 
conduit vasculaire k elargir. 

25 II est connu de couvrir des stents k Paide de substances th^rapeutiquement 

actives destinees a agir notamment dans la zone d'implantation. 

Un tr£s grand nombre de dispositifs stents sont connus de Tart anterieur. Des 
m6thodes et appareils pour liberer des substances actives a partir de dispositifs de type 
stents sont de§crits par exemple dans les brevets US 6,096,070; 5,824,049; 5,624,411; 

30 5,609,629; 5,569,463; 5,447,724; et 5,464,650. 1/utilisation de stents pour la liberation 
de medicaments est d6crite par exemple dans les documents WO 01/01957, US 
6,099,561; 6,071,305; 6,063,101; 5,997,468; 5,980,551; 5,980,566; 5,972,027; 
5,968,092; 5,951,586; 5,893,840; 5,891,108; 5,851,231; 5,843,172; 5,837,008; 
5,769,883; 5,735,811; 5,700,286; 5,679,400; 5,649,977; 5,637, 113; 5,591,227; 

35 5,551,954; 5,545,208; 5,500,013; 5,464,450; 5,419,760; 5,411,550; 5,342,348; 
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5,286,254; et 5,163,952. Des methodes d'habillage de stents sent decrites notamment 
dans les documents US 6,409,716; 6,464,893; et 5,356,433. 

Toutefois l'art anterieur ne decrit pas de substances capabies de former un 
habiUage pour des stents, se presentant sous forme de liposome, et presentant des 
proprietes a la fois anti-coagulantes et immuno-modulatrices. Dans les utilisations de 
l'art anterieur, il faut administrer au patient deux medicaments distincts a savoir une 
substance anti-coagulante et une substance immuno-modulatrice. 

On rappelle que les liposomes ont le grand interet de servir de vecteurs a la fois 
pour des composes pharmaceutiquement actifs apolaires et polaires. Cette forme 
bposome permet ainsi d'administrer sur un meme site ces deux types de composes. 

L'invention vise a pallier les inconvenients de l'art anterieur, et en particulier a 
obtenir une composition ayant des proprietes a la fois anti-coagulantes et immuno- 
modulatrices, capable d'etre associe* a des equipements tels que des stents, et se 
presentant sous la forme de liposomes de maniere a obtenir une liberation appropriee 
15 de la substance. 

Les inventeurs ont reussi a obtenir une telle substance a partir de sangsues 
meaicinales. 

De l'art anterieur est connue une methode d'obtention d'un complexe 
destabilase, designe prototype, utilisant une etape de chromatographie par affinite sur 
un support insoluble dans l'eau (agarose activee CNBr, par exemple) portant de la 
lysine immobilisee (REF). L'extrait est vehicule par un tampon a pH inferieur au pH 
neutre, le pH est neutralist, puis ont lieu une dialyse et une lyopbiUsation. Cependant 
l'elution du produit final a partir de la lysine immobilisee a 1'aide d'un tampon a faible' 
pH inferieur a 9, ne permet pas d'obtenir un complexe destabilase apte au stockage 
souhaite et a l'activite enzymatique suffisante recherche. En effet, la molecule de 
destabilase extraite par ce precede se prtsente sous forme d'un complexe enzymatique 
monomenque instable qui subit un changement de conformation, qui lui fait perdre sa 
capacite a former un complexe enzymatique sous forme polymerique. Le complexe 
enzymatique sous forme de monomere n'a plus la capacite de se structurer de maniere 
souhaitable en polymere, polymere qui s'organise en liposome. Les complexes connus 
(prototypes) produits par les sangsues medicinales forment un complexe d'nirudine de 
prostaglandin, de destabilase, et d'inhibiteurs de kallikr6ine du plasma sanguin dans 
le rapport 1 :1 :1 :1. 

Les inventeurs ont reussi a obtenir un complexe monomenque de destabilase qui est 
stable et capable de s'agreger en polymere s'organisant en liposome. Ainsi l'invention 



3 

a pour objet selon un premier aspect un procede d'obtention d'un complexe stable de 
destabilase a partir de sangsues m&iicinales, ledit proced6 comprenant une €tape de 
purification utilisant des anticorps de la 6-keto-prostaglandine. 

La purification est faite par chromatographic, de preference chromatographic par 
affinite. Ce procede comprend : 

- une chromatographic d'affinitS avec lesdits anticorps de la 6-keto-prostaglandine 
immobilis6s sur une colonne approprtee, de preference de la 6-keto-PGFl a ; 

- Pelution a force ionique elevee du complexe destabilase. 

Ledit complexe de destabilase obtenu par ce procede est sous forme de monomdre et 
comprend de la destabilase et au moins un compost du groupe hirudine, 
prostaglandin, inhibiteur de kallikreine. 

On peut <§galement combiner Taction d'anticorps anti 6-keto-PGFl a et de lysine 
sepharose. * 
Selon un autre aspect 1' invention conceme ce complexe de destabilase stably, sous 
forme de monomdre capable de s'agr6ger en polymere formant un liposome, 
susceptible d'etre obtenu par le proc6d<§ ci-dessus. Ce complexe monomere est en effet 
nouveau et inventif car les complexes de destabilase de Tart anfcSrieur n'&aient pas 
stables, et les proc6d6s ant^rieurs ne permettaient pas de l'obtenin 
L'invention concerne egalement le complexe de destabilase polymerique, s'organisant 
sous forme de liposome (complexe d&signe complexe destabilase liposome), obtenu a 
partir de ce complexe monomere. Le complexe destabilase liposome prdsente, tout 
comme le complexe destabilase monomSrique, des proprietes pharmaceutiques txbs 
utiles, a savoir typiquement une activity antithrombine d'au moins 500, de preference 
d'au moins 600 ou 700 ATU/mg, une duree de recalcification du plasma d'au moins 
800 APC/mg, une activity fibrinolytique d'au moins 40 mm 2 /mg. L'action 
antithrombique et thrombolytique est nettement am61ior6e par rapport au contrdle et au 
prototype. 

L'invention conceme Egalement une composition pharmaceutique comprenant un 
complexe destabilase liposome et un v6hicule pharmaceutiquement acceptable. 
Le terme transporteur pharmaceutiquement acceptable est utilise pour designer un 
materiau non toxique, solide ou liquide diluant ou encapsulant, qui ne r£agit pas sur le 
compose actif de mantere negative pour son efficacite. 

L' invention conceme 6galement une composition cosmetique comprenant ce complexe 
de destabilase liposome. 
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L'invention concerne egalement le complexe de destabilase liposome en tant que 
medicament, et Putilisation d'un complexe de destabilase monomdre ou polymere 
liposome pour la preparation d'un medicament pr6sentant une activity anti-coagulante 
et iimnuno-modulatrice. 
5 L'invention concerne dgalement un dispositif de purification d'un complexe de 
destabilase & partir de sangsues medicinales, comprenant une colonne d'affinitd 
chargee avec des anticorps anti 6-keto-prostaglandine. 

L'invention concerne egalement une proth&se medicale implantable, dans laquelle au 
moins une partie de la prothese est couverte avec un habillage, ledit habillage 
10 comprenant un complexe destabilase liposome, notamment un support stent. 

D'autres objets et avantages de l'invention apparaitront dans la description 
d&ailtee qui suit. 

Le proc6d£ selon l'invention comprend une etape de chromatographic par 

15 affinite a l'aide d'anticorps de 6-keto-PGFla (6-keto-prostaglandine F ia ), immobilises 
sur im support insoluble dans l'eau. Le principe de la chromatographie par immuno- 
afjRnite est connu de l'homme du metier et repose sur la specificite d'anticorps mono 
ou polyclonaux pour capturer des antigenes proteiques spgcifiques a partir d'extraits 
naturels complexes. Par contre les inventeurs ont rdussi a obtenir de fa9on tout a fait 

20 surprenante un complexe destabilase aux activity biologiques conservees a la fois 
anti-coagulantes et immuno-modulatrices, et capable de se structurer en liposomes. 
Les anticorps sont couples a une phase solide chromatographique, typiquement 
d'agarose, par des liaisons covalentes (bromure de cyanogene par exemple CNBR), ou 
d'autres couplages chimiques ciblant les groupes amino, hydroxyle, carboxyle ou 

25 sulphidryle des immunoglobulines de maniere a former une matrice solide. La phase 
solide couptee aux anticorps est alors placee dans une colonne de chromatographie par 
affinite. Le melange de 1'antigene cible et des contaminants est dilu6 dans un tampon 
de liaison puis appliqu6 sur la colonne. Les contaminants non adsorbes sont Slimines 
par le lavage avec dififlSrents tampons. L'61ution de 1'antigene prot&que cible est 

30 ensuite obtenue en utilisant par exemple des conditions de pH extremes, des 
changements de forces ioniques. 

L'hirudine et les inhibiteurs de kallikreine ont une activity seulement dans 
la phase aqueuse. La destabilase a une activit6 seulement dans la phase non aqueuse. 
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Le procedS mis au point par les inventeurs permet d'obtenir un complexe 
presentant des proprietes hydrophobes conditionnees par le composant prostaglandine, 
et des propri£t£s hydrophiles par les polypeptides du liposome. 

La forme monomere du complexe destabilase a un poids moleculaire de 25 kDa, 
est stable, pr&ente une capacite d'agr£gation qui se traduit par la formation de 
liposomes. Elle est obtenue a partir d'extraits totaux de sangsues, ou d'une fraction en 
particulier des secretions de glandes salivaires ou du sang du tube digestif de la 
sangsue. A Tissue de la purification par chromatographic par affinitd, le complexe 
destabilase obtenu comprend les composants suivants : hirudine, prostaglandine 
(substance analogue a la prostaciclyne), inhibiteur de kallikreine, destabilase. Le 
complexe destabilase presente les proprietes suivantes : activite antithrombotique par 
Phirudine, augmentation du temps de recalcification du plasma sanguin par les 
inhibiteurs de kallikreine, blocage de P adhesion et de Pagregation plaquettaire par les 
substances analogues aux prostacyclines, dissolution de fibrines stabilises par la 
destabilase. 

Ces proprietes du complexe destabilase d&erminent son efficacite 
antithrombotique, thrombolytique (2,5 fois superieures a celles du prototype), 
immuno-modulatrice, et son activity hypotensive completement absente chez le 
prototype. 

On presente ci-apres les methodes de mesure de Pactivite biologique utilisees 
pour l'extrait de sangsues purifie et sous forme de liposome, puis quatre exemples de 
realisation demontrant Pactivite k la fois anti-coagulante et immuno-modulatrice du 
complexe destabilase selon P invention. 

1/ L'activite antithrombine est determinee par Pallongement de la duree de 
precipitation du fibrinogene par la thrombine. On determine la dur£e de formation d'un 
precipite dans un systeme comprenant 0,2 ml d'une solution de fibrinogene a 0,3%, et 
0,1 ml du complexe destabilase apres fixation 0,1 ml d'une solution de thrombine 
comprenant une unite d'activite thrombine. L'activite de Phirudine est exprimee en 
unites internationales antithrombines (ATU NIH). 

21 Le temps de recalcification du plasma sanguin est determine dans un systeme 
comprenant 0,1 ml de plasma sanguin citrique et 0,1 ml de complexe destabilase aprfes 
fixation de 0,1 ml d'une solution 0,025 M de CaCl 2 . L'augmentation de ce parametre 
par deux correspond a une unite APC. 

3/ Le contenu en prostaglandines est determine en utilisant un radio immuno-essai 
pour le 6-keto-PGFla obtenu aupres de la Compagnie « Amersham ». 
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4/ L' action antithrombotique du complexe destabilase est determinee sur des rats en 
utilisant la methode de thromboformation de Wessler (5). Le niveau de blocage de la 
thromboformation est evalue par rapport au controle. Pour cela on etudie les resultats 
suite a une separation de 4 heures entre Pinjection du complexe destabilase et une 
5 injection de serum sanguin humain active par le froid. Ce degre de blocage est exprim6 
en % par rapport au contrdle (volume egal d'une solution saline normale). 
5/ L'action hypotensive est determinee suite a radministration orale de 0,2 ml d'un 
complexe destabilase chez des rats d'une lignee SHR (spontanement hypertensive). Le 
niveau initial de pression &ait de 165+5 mm. Apr&s 10 heures d'analyse, le niveau de 
10 pression chez le rat est mesure dans la veine tail. Le niveau d'efficacite hypotensive est 
exprime en pourcentage par rapport au contrSle (volume 6gal administre d'une solution 
saline normale). 

6/ L'activite cytophage de neutrophiles est d6termin6e par la methode connue de 
Chernushenko (6). Les recherches ont ete effectuees sur vingt rats puberes. Une 

15 solution aqueuse de complexe destabilase a ete injectee en intraveineuse 
quotidiennement pendant dix jours a une dose de 0,5 ml (n = 10). Un volume egal 
d'une solution 0,85% NaCl a 6te injecte chez des animaux controle (n = 10). A Tissue 
du delai approprie, du sang a ete collecte chez les animaux, et l'activite cytophage des 
neutrophiles a ete 6tudiee. Un index de phagocytose a ete defini : un index cytophage 

20 (CI) et un pourcentage de phagocytose (Ph). 

II L'influence sur l'activite celiulaire a 6te <§tudi<§e en mesurant Tinhibition de 
l'activite de composants du systeme du complement On a utilise egalement une 
m6thode de definition de l'activite h6molytique du serum humain dilue (7). 
Les resultats ont ete les suivants. 

25 Exemple 1 . 

Le protocole est le suivant : 

- Prendre dix sangsues medicinales (au total 12 g), homog<§n6iser, m&anger a de l'eau 
distilMe jusqu'& obtenir un volume total d'homog6nate de 24 ml (ratio en volumes 
1:1), broyer, collecter le surnageant. 
30 - Mettre le surnageant de l'homog^nate sur une colonne d' agarose comportant des 
anticorps immobilises anti 6-keto-PGFl a . 

L'elution est obtenue par un tampon comprenant 0,2 M de glycine avec 0,15 M HC1 et 
0,5 M NaCI. Le volume de l'<Sluat est de 35 ml. 

Comme cela est visible sur le tableau 1, le produit final a une activite fibrinolytique, 
35 antithrombine, augmente le temps de recalcification, contient de la prostaglandin, et 
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en plus du fort potentiel antithrombolytique, possede une action hypotensive reduisant 
la pression arterielle de 25% 0 a ramenant pratiquement a la normale). 

Exemple 2 . 

5 5 ml d'une secretion de glandes salivaires de sangsues ont ete introduits dans une 
colonne d'agarose avec des anticorps immobilises anti 6-keto-PGFl a ,. L'elution est 
obtenue k Paide d'un tampon phosphate 0,5 M, pH 6,4. Le volume de P&uat est de 10 
ml. 

Comme indique sur le tableau 1, le produit final a une activite fibrinolytique 
10 antithrombine, augmente le temps de recalcification, contient de la prostaglandin, et 
en plus d'un fort potentiel antithrombique et thrombolitique, possede une action 
hypotensive, reduisant la pression arterielle de 25% (la ramenant pratiquement & la 
normale). Le compiexe destabilase augmente Pindex cytophage et le pourcentage de 
phagocytose (tableau 1), demontrant Paction immuno-stimulative. 
15 ' ;i 

Exemple 3 . 

10 ml de sang du tube digestif de sangsues mddicinales (trois mois apres leur dernier 
repas) ont ete places dans une colonne de L-Glutamine-S6pharose, L'elutjton est 
obtenue avec une solution 1 M KCL Le volume de P61uat est de 20 ml. Qomme 

20 indiqu6 sur le tableau 1, le produit final a une activity fibrinolytique antithrombine, 
augmente le temps de recalcification, contient de la prostaglandin, et en plus d'un fort 
potentiel antithrombique et thrombolytique, possede une action hypotensive, rSduisant 
la pression arterielle de 25% (la ramenant pratiquement k la normale). Le compiexe 
destabilase augmente Pindex cytophage et le pourcentage de phagocytose (tableau 1), 

25 demontrant Paction immuno-stimulative. 

Exemple 4 . 

Le protocole est le suivant : prendre vingt sangsues medicinales (au total 21 g), extraire 
la partie avant de Panimal, homogdn£iser, et recueillir Pextrait aqueux. 10 ml de 
30 Pextrait sont places dans une colonne de L-Lysine-S£pharose. L'elution est obtenue 
avec une solution 1 M KC1. Le volume de P61uat est de 20 ml. 

Comme indiqu6 sur le tableau 1, le produit final a une activity fibrinolytique 
antithrombine, augmente le temps de recalcification, contient de la prostaglandin, et 
en plus d'un fort potentiel antithrombique et thrombolytique, possede une action 
35 hypotensive, reduisant la pression arterielle de 25% (la ramenant pratiquement a la 
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normale). Le complexe destabilase augmente I'index cytophage et le pourcentage de 
phagocytose (tableau 1), demontrant Taction immuno-stimulative. 

Tableau 1 : definition activites d'extraits de sangsues. 

5 



Index 


Controle 


Exemples 


N°l 


N°2 


N°3 


N°4 


Prototype 


Activite 

antithrombine 

ATU/mg 


74±6 


835±45 


875+68 


775±44 


• 

865±34 


250+20 


Temps de 
recalcification du 
plasma sanguin 
APC/mg 


115+14 


1025±86 


930±52 


950±50 


1030±72 


438±35 


Activite 

fibrinolytique 

Mm 2 /mg 


9±4 


58+5 


49+5 


52±7 


50±6 


26+5 


Prostaglandines 

ng/mg 


729±35 


955±20 


800+34 


870+54 


900±44 


85±13 


% action 
antithrombotique 


60±4 


100 


100 


100 


100 


65±5 


% action 
thrombolytique 


10+5 


80±5 


75±5 


70±5 


75±5 


10±5 


% action 
hypotensive 


8+3 


25+5 


25±5 


20±5 


25±5 


0 


Index cytophage 


1,8±0,7 


6,4+1,1 


5,9±0,8 


6,3+1,0 


6,0±0,7 


0,8±0,3 


% phagocytoses 


45,4±6,3 


75,4±6,0 


71,4±7,3 


68,5±8,0 


69,7±6,6 


35,7±6,7 


Activite immuno- 
modulatrice 




+ 


+ 


+ 


+ 





En ce qui conceme l'application de Textrait purifie sur les stents, Thomme du metier 
dispose d'un grand nombre de m£thodes possibles. Ainsi les stents supports du 
complexe destabilase obtenu par les inventeurs peuvent etre de types tres varies. Par 
10 exemple un stent pr&entera une surface polym^rique externe sur laqueJle sera placee 



I CI UCjJUl 



9 



une matrice gelatineuse, la matrice incluant le compiexe de destabilase sous forme de 
liposomes, Selon une realisation la surface polymSrique sera li£e par des liaisons 
covalentes avec la matrice gelatineuse. Le gel polymSrique peut avoir par exemple une 
epaisseur de 10 a 50\xm k Tetat non comprime. Ce gel peut etre choisi par exemple 
dans le groupe constitue par des acides polycarboxyliques, des 
polymdres cellulosiques, de la gelatine, de la polyvinylpyrrolidone, des polymeres 
anhydrides maleiques, des polyamides, des alcools polyvinyliques, des oxydes de 
polyethylene, de l'acide polyacrylique. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'obtention d'un complexe stable de destabilase a partir de sangsues 
m6dicinales, ledit procede comprenant une etape de purification utilisant des anticorps 

5 de la 6-keto-prostaglandine. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que la purification est faite par 
chromatographic, de preference chromatographic par affinite. 

10 3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une chromatographic d'affinite avec lesdits anticorps de la 6-keto-prostaglandine 
immobilises sur une colonne appropri6e ; 

- Telution a force ionique eievee du complexe destabilase. 

15 4. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que ledit 
complexe de destabilase comprend de la destabilase et au moins un compost du groupe 
hirudine, prostaglandin, inhibiteur de kallikreine. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que ladite 
20 prostaglandine est la 6-keto-PGFl a . 

6. Complexe de destabilase stable, sous forme de monom^re, capable de s'agreger en 
complexe destabilase polymere formant un liposome, susceptible d'etre obtenu par un 
procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, 

25 

7. Complexe de destabilase sous forme de liposome, obtenu k partir d'un complexe 
monomere selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il presente une activite 
antithrombine d'au moins 700 ATU/mg, une duree de recalcification du plasma d'au 
moins 800 APC/mg, une activite fibrinolytique d'au moins 40mm 2 /mg. 

30 

8. Composition pharmaceutique comprenant un complexe destabilase selon la 
revendication 7 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

9. Composition cosmetique comprenant un complexe de destabilase selon la 
35 revendication 7. 
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10. Complexe de destabilase selon la revendication 7 en tant que medicament. 

11. Utilisation d'un complexe de destabilase selon la revendication 6 ou 7 pour la 
5 preparation d'un medicament presentant une activite anti-coagulante et immuno- 

modulatrice. 

12. Dispositif de purification d'un complexe de destabilase a paptir de sangsues 
medicinales, comprenant une colonne d'affinite charg6e avec des anticorps anti 6-keto- 

10 prostaglandins 

13. Prothese medicale implantable, dans laquelle au moins une partie de la prothSse est 
couverte avec un habillage, ledit habillage comprenant un complexe de destabilase 
selon ia revendication 7. 

15 

14. Prothese implantable selon la revendication 13, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
support stent. 




regue le i»/u//ua 
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